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Abstract
　　　　The　present　experiments　were　performed　to　compare　the　expression　of　testosterone－regressed　prostatic
message－2　gene　（TRPM－2／clusterin）　in　two　androgen－dependent　organs，　the　prostate　and　the　levator　ani　muscle
（LA　muscle），　and　to　determine　the　localization　of　TRPM－2／clusterin　in　both　organs．　Gonadectomy　induced
significant　increase　in　TRPM－2／clusterin　expression　in　the　prostate　1，3　and　7　days　after　operation．　ln　the　LA
muscle，　the　expression　levels　were　slightly　increased　in　rats　3　days　after　castration，　but　not　1　and　7　days　after
castration．　ln　castrated　rats　subjected　to　testosterone　propionate　（TP）　at　the　time　of　castration，　the　expression
of　TRPM－2／clusterin　increased　in　both　organs　1　day　after　operati　on，　but　the　levels　3　and　7　days　after　castration
were　not　significantly　different　from　those　in　controls．　In　immunohistochemical　studies，　immuno－gold　particles
predominantly　aggregated　in　the　glandular　secretory　granules　of　the　prostate．　Some　particles　were　dispersed　in
the　transpoiting　vesicles　located　around　the　Golgi　apparatus　in　the　prostate　epithelial　cells．　ln　the　LA　muscle，
gold　particles　were　preferentially　located　around　the　1－band，　especially　on　the　Z－line．　This　is　the　first　report　to
demonstrate　the　localizations　of　TRPM－2／clusterin　expression　in　skeletal　muscles．　The　results　suggest　that　the
levels　and　localizations　of　TRPM－2／clusterin　expression　vary　among　androgen－sensitive　organs，　which　may
explain　the　differences　in　the　physiological　response　to　androgen．
Introduction
　　The　levator　ani　（LA）　muscle　is　a　striated　muscle　that
loops　around　the　rectum　and　attaches　to　the　base　of　the
penis　in　adult　rodents．　ln　adult　females　the　LA　muscle
is　absenti）　or　vestigiai2）．　This　large　sex　difference
emerges　during　perinatal　life　and　is　androgen一　depen－
denti・3）．　LA　muscle　size　is　permanently　masculinized　in
females　subj　ected　to　testosterone　around　the　time　of
birth2・3）．　The　LA　muscle　of　the　male　rat　is　exquisitely
sensitive　to　androgens　much　like　the　prostate　or　the
seminal　vesicles2，‘）．　ln　contrast　to　a　typical　skeletal
muscle6），　castration　induces　a　severe　atrophy　of　the　LA
muscle　resulting　in　important　alterations　in　its　contrac－
tile　properties6）．
　　Apoptosis　has　been　reported　to　occur　as　a　result　of
androgen　withdrawal　in　androgen一　sensitive　organs　such
as　the　prostate　and　the　seminal　vesicles7）．　The
testosterone－depressed　prostate　message　2　（TRPM－2），
also　t rmed　clusterin　（TRPM－2／clusterin）8・9），　is　an　anti－
apoptotic　gene　which　appears　to　be　a　general　marker　of
apoptosis　in　hormone－dependent　organs．　The　TRPM－
2／clusterin　gene　product　and　its　related　proteins　share
primary　amino　acid　sequences　but　undergo　significantly
differen 　post－translational　modificationsiO）．　Apart
from　having　a　broad　tissue　distribution，　these　related
protein 　have　been　implicated　in　a　wide　variety　of
cellular　proc sses　and　functions．　ln　the　prostate，
TRPM－2／clusterin　was　first　considered　to　be　an　an－
dr gen　regressed　gene　with　its　protein　product　playing　a
role　in　regression　of　the　gland　after　castrationii－i3）．
Some　studies　have　demonstrated　that　a　close　association
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exists　between　castration－induced　apoptosis　and　the
induction　of　TRPM－2／clusterin　expression　in　the　epith－
elium　of　the　rat　prostatei　i一’3）．　However，　the　levels　and
localizations　of　TRPM－2／clusterin　expression　in　the
processes　of　degeneration　and　hypertrophy　of　the　rat
prostate　and　LA　muscle　are　still　incompletely　under－
stood．
　　The　present　experiments　were　designed　to　investigate
the　effects　of　androgen　withdrawal　or　replacement　on　the
expression　of　TRPM－2／clusterin　in　the　prostate　and　in
the　LA　muscle，　and　to　determine　the　localizations　of
TRPM－2／clusterin　expression　in　both　androgen一　depen－
dent　organs．
Materials　and　Methods
　　Specific　pathogen－free　Wistar　rats　were　used．　Ani－
mals　were　kept　three　（two　females　and　one　male）　per
filter－top　cage　in　a　room　with　controlled　temperature
（24±20C）　and　light　（14h　of　light，　10　h　of　darkness）．
Food　and　water　were　available　ad　libitum．　They　were
observed　daily　for　delivery　of　pups，　and　the　day　of　birth
was　designated　day　O．　Pups　were　sexed　according　to
ano－genital　distance，　and　female　pups　were　removed．
Animals　were　weaned　on　day　21　and　subsequently
housed　two　or　three　per　cage．
　　Testosterone　propionate　（TP）　was　obtained　from
Sigma　Chemical　Co　（St．　Louis，　MO，　USA），　and　dis－
solved　in　sesame　oil　stock　solution　（2　mg／ml）．
　　Animals　at　11weeks　of　age　were　gonadectomized
under　light　ether　anesthesia．　Gonadectomized　animals
were　treated　with　100　pt　g／animal　of　TP　on　the　day　of
operation　as　androgen　replacement　therapy．　All　ani－
mals　including　intact　control　and　TP－injected　animals　1，
3　or　7　days　after　treatment　were　killed　under　heavy　ether
anesthesia，　and　the　LA　muscles　and　prostates　were
excised，　and　these　tissues　were　weighed．
　　For　western　blot　analysis，　half　pieces　of　these　tissues
were　homogenized　in　RIPA　buffer　（50　mM　Tris－HCI，
150mM　NaCl，　1％　NP－40，　1％　DCA－Na，　O．05％　SDS）
containing　protease　inhibitors　（Complete　mini；　Roche，
Basel，　Switzerland）．　The　homogenates　were　centrifuged
for　10min　at　15，000　rpm　at　room　temperature．　Proteins
were　extracted　from　the　LA　muscle　and　the　prostate　in
warm　（950C）　Laemmli　sample　buffer　（Bio－Rad，　Hercules，
CA，　USA）　containing　5　％　6ME　for　3　min　immediately
before　loading．　Tubes　were　then　centrifuged　for　10min
at　12，000　rpm　at　room　temperature．　The　supernatant，
containlng　proteins，　was　stored　at　一800C　until　use．
Proteins　were　assayed　in　the　supernatant　by　Protein
Assay　Reagent　Concentrate（Bio－Rad）．　Samples（50　pt　g
of　protein　per　lane）　were　electrophoresed　on　a　SDS－
polyacrylamide　gel　（Ready　Gel　J；　Bio－Rad）　and　run　for
30min　at　150　mA．　After　electrophoresis，　gels　were
blotted　onto　lmmobilon－P　membranes　（Millipore，　MA，
USA）fbr　immunoblot　analysis，
　　Non－specific　b nding　sites　of　membranes　were　blocked
with　5％skimmed　milk（Gibco　BRL，　Grand　Island，　NY，
USA）in　TBST buff r（50　nM　Tris　pH　75，150　mM
NaCl，1％Tween　20）at　4℃overnight．　Membranes
were　incubated　with　an　anti－human　TRPM－2／clusterin
rabbit　polyclonal　antibody（Santa　Cruz　Biotechnology，
Santa　Cruz，　CA，　USA）at　l：500－1，000　dilutions　in
blocking　solution　overnight　at　4。C，　and　then　incubated
with　the　peroxidase－labeled　second　antibody（Amer－
sham　Life　Science，　Arlington　Heights，　IL，　USA）in
TBST　buffer　fbr　30　min　at　room　temperature．　Each　of
these　two　steps　was　fbllowed　by　a　l　5　min　wash　in　TBST
containing　O．1％Tween　20．　Detection　was　perfoumed
with　the　Lumi－LightPLus（Roche）and　exposed　to　Polar－
oid　T667　film　fbr　times　ranging　from　10min　to　4　h．
The　r sults　of　western　blotting　of　TRPM－2／clusterin
were　semi－quantitatively　analyzed　using　a　brief　den－
sitometric　method。　The　images　were　taken　by　scanner
and　were　converted　to　electronic　picture　files．　The　ratio
of　each　expression　to　control　band　in　electrophoresis　gel
was　calculated　by　image　analysis　software（Atto，　Tokyo，
Ja an）．　TRPM－2／clusterin　expressions　in　each　group
were estimated　as　the　relative　value　of　those　in　the
control　group．
　　For　immu ohistochemical　study，　half　pieces　of　tissues
of　each　an mal　were倣ed　with　4％formaldehyde　in　O．　l
Mphosphate　buffer（PBS）．　The　sp㏄imens　were　wa－
shed　in　O．IMof　PBS，　dehydrated　through　a　graded
ethanol　series，　and　embedded　in　Quetol　812（Nisshin
EM，　Tokyo），　which　was　polymerized　at　60℃fbr　3　days．
Ultrathin　85－100　nm　sections　were　cut　using　a　diamond
knife　on 　Reihert－Jung　ultramicrotome，　and　mounted
on fbrmvar－coated　nickel　grids．　Sections　were　rinsed　in
O．OI　M　PBS　treated　with　l％bovine　serum　albumin
（BSA）in　O．OI　M　PBS　to　block　nonspecific　binding，　and
incuba ed　with　an　anti－human　TRPM－2／clusterin　rabbit
polyclonal　antibody　diluted　l；50－200　with　l％BSA／
PBS　overnight　at　4℃．　Negative　control　sections　were
incubated　with　non－immune　normal　rabbit　serum　at　the
same　con entration．　After　incubation　the　sections　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヲ
were　rinsed　with　PBS　and　incubated　fbr　2　h　at　room
temperature　with　goat　anti－rabbit　lgG　corU’ugated　with
lO　nm　colloidal　gold　particles（Bio－Cell　Research　Labo－
ratories，　Cardiff，　UK）diluted　in　l％BSA　in　PBS．
Grids　w re　washed　with　PBS　and　then　with　distilled
water．　After　final　washing，　grids　containing　tissues
were　stained with　uranyl　acetate　and　lead　citrate．
Tissues　were　then　examined　and　photographed　using　a
JEM－1200EXII transmission　electron　microscope．
　　Statistical　significance　between　the　means　was　assessed
with o e－way　analysis　of　variance（ANOVA）．　Avalue
f　p＜0．05　was　regarded　as　indicating　a　statistically
ignificant　difference．
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Results
Organ　weights
　　The　effects　of　androgen　ablation　and　replacement　on
the　wet　weights　of　prostates　and　LA　muscles　were
studied．　Castration　induced　an　important　decrease　in
the　prostate　wet　weights　to　60％　（mean±S．E．M．：　3　days
after；228±21　mg，　p〈O．05，　n＝5）　and　10％　（7　days
after；　38±4mg，　p〈O．Ol，　n＝5）　of　the　control　values
（381±31mg，　n＝5）．　TP　replacement　at　the　day　of
castration　restored　the　weights　（351±15mg，　p＞O．05，
n＝5）　to　control　level　at　3　days　after　operation．　At　7
days　following　TP　treatment　the　weights　decreased　to
half　（199±12　mg，　p〈O．Ol，　n＝5）　of　intact　control　val－
ues．　Androgen　withdrawal　and　replacement　had　no
effect　on　the　LA　muscle　weights　until　3　days　after　treat－
ment．　At　7　days　following　treatment，　gonadectomy
induced　a　significant　decrease　in　LA　muscle　weights
｛cast．　203±12　mg　（n＝5）　vs　cont．　243±15　mg　（n＝5），
p〈O．05｝　．　TP　injection　to　castrated　rats　restored　LA
muscle　weights　（245±12mg，　P＞O．05，　n＝5）　at　intact
control　levels　（243±15　mg，　n＝5）．
Western　blot　analysis
　　As　shown　in　Figs．　1－4，　both　glycosylated　precursor
（an　uncleaved）　（rv60　kDa）　and　secretory　（mature）　（40
kDa）　forms　of　TRPM－2／clusterin　protein　were　expressed
in　both　organs．　ln　the　present　experiment，　mature　form
was　calculated　for　the　comparison　of　expression　levels
between　groups．
　　The　effect　of　androgen　withdrawal　on　the　expression
of　TRPM－2／clusterin　in　the　rat　prostate　is　shown　in　Fig．
1．　Animals　were　gonadectomized　under　light　ether
anesthesia　at 11w eks　of　age．　Operated　and　intact
control　rats　were　sacrificed　under　heavy　ether　anesthesia
at　1，3and　7　days　after　operation．　The　relative　intensity
of　TRPM－2／clusterin　expression　in　the　prostate　from　rats
1，　3　and　7　days　after　operation　increased　by　about　350％，
900％　and　450％，　respectively，　as　compared　with　that　in
intact　controls．
　 The　effect　of　TP　replacement　on　the　expression　of
TRPM－2／clusterin　in　the　prostate　is　presented　in　Fig，　2．
Rats　were　castrated　at　11　weeks　of　age　and　treated　with
loo　pt　g／animal　of　TP　on　the　day　of　operation．　At　1
day　after　t eatment，　the　TRPM－2／clusterin　expression　in
the　prostate　from　TP－treated　rats　increased　about　300％
as　compared　with　t at　in　intact　controls，　but　not　3　and
7　days　after　treatment．
　The　effect　of　androgen　withdrawal　on　the　TRPM－2／
clusterin　expression　in　the　LA　muscle　is　shown　in　Fig．
3．　Both　LA　muscles　from　intact　control　and　castrated
rats　expressed　TRPM－2／clusterin．　At　3　days　after　cas－
tration，　the　 elative　intensity　was　significantly　different
f om　that　in controls．
　　The　 ffect　of　an rogen　replacement　on　the　TRPM－2／
clusterin　expression　in　the　LA　muscle　was　shown　in　Fig．
4．　ln　rats　3　a d　7　d　ays　after　androgen　treatment，　the
80K
38K
relative　intensity　（X）
Fig．　1
1000
500 一X
・X
一X
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o．＿．．■薗　　　　　　　　　一＿
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Intact　1－day　3－days　7－days
Western　blot　analysis　in　TRPM－2／clusterin　of　the　prostate．　Ventral　prostate　tissue　from　an　intact　control　male　（lane
1）　or　castrated　rat　1　（lane　2），　3　（lane　3）　or　7　（lane　4）　days　after　castration　was　homogenized　in　RIPA　buffer　containing
protease　inhibitors．　Aliquots　containing　50＃g　protein　were　electrophoresed　by　standard　Laemmli　denaturing　polya－
crylamide　gel　procedures．　TRPM－2／clusterins　were　detected　by　a　double　antibody　method．　Molecular　weight　markers
were　expressed　in　kDa．　The　band　of　each　group　represents　the　mean　of　three　independent　experiments±S．E．M．　’p〈
O．Ol　compared　with　intact　control　group．
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Western　blot　analysis　in　TRPM－2／clusterin　of　the　prostate．　Prostate　tissue　from　intact　control　rat　（lane　1）　or　castrated
rat　subjected　to　T．P　1　（lane　2），　3　（lane　3）　or　7　（lane　4）　days　after　administration　was　homogenized　in　RIPA　buffer
containing　protease　inhibitors．　Aliquots　containing　50　ptg　protein　were　electrophoresed　by　standard　Laemmli　denaturing
polyacrylamide　gel　procedures．　TRPM－2／clusterins　were　detected　by　a　double　antibody　method．　Molecular　weight
markers　were　expressed　in　kDa．　The　band　of　each　group　represents　the　mean　of　three　independent　experiments±S．E．
M．　“p〈O．Ol　compared　with　intact　control　group．
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Western　blot　analysis　in　TRPM－2／clusterin　of　t正ie　LA　muscle．　LA　muscle　tissue　from　intact　control　animal（lane　l）or
castrated　animal　1　（lane　2），　3　（lane　3）　or　7　（lane　4）　days　after　castration　was　homogenized　in　RIPA　buffer　containing
protease　inhibitors．　Aliquots　containing　50　ptg　protein　were　electrophoresed　by　standard　Laemmli　denaturing　polya一一
crylamide　gel　procedures．　TRPM－2／clusterins　were　detected　by　a　double　antibody　method．　Molecular　weight　markers
were　expressed　in　kDa．　The　band　of　each　group　represents　the　mean　of　three　independent　experiments±S．E．M．　“p〈
O．05　compared　with　intact　control　group．
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Western　blot　analysis　in　TRPM－2／clusterin　of　the　rat　LA　muscle．　LA　muscle　tissue　from　intact　control　rat　（lane　1）　or
castrated　rat　subjected　to　T．P　1　（lane　2），　3　（lane　3）　or　7　（lane　4）　days　after　castration　was　homogenized　with　RIPA　buffer
containing　protease　inhibitors．　Aliquots　containing　50　ptg　protein　were　electrophoresed　by　standard　Laemmli　denaturing
polyacrylamide　gel　procedures．　TRPM－2／clusterins　were　detected　by　double　antibody　method．　Molecular　weight
markers　were　expressed　in　kDa．　The　band　of　each　group　shows　the　mean　of　three　independent　experiments±S．E．M．　“
p〈O．05　compared　with　intact　control　group．
relative　intensities　of　TRPM－2／clusterin　expression　in
LA　muscles　were　not　significantly　different　from　the
levels　in　intact　controls．　ln　animals　1　day　after　treat－
ment，　the　expression　levels　increased　by　about　135％　as
compared　with　those　in　control　rats．
Mo叩hological　observations
　　The　animals　3　and　7　days　after　castration　showed　the
characteristic　morphological　changes　of　apoptotic　cells
associated　with　early　stage　of　prostate　involution．
These　apoptotic　bodies　frequently　appear　in　vacuoles　of
the　prostatic　epithelium．　Apoptotic　cells　clearly
detached　from　the　basement　membrane　and　broke　their
tight　junctions　with　neighboring　epithelial　cells．　These
cells　were　extensively　shrunken　relative　to　neighboring
epithelial　cells　and　generally　present　in　a　spherical　shape．
The　cytoplasm　of　the　apoptotic　body　was　eosinophilic
when　compared　with　surrounding　epithelial　cells．　The
nucleus　was　small，　fragmented，　and　darkly　stained　by
H＆E　staining，　demonstrating　the　remarkable　condensa－
tion　and　pyknosis　associated　with　apoptosis．　These
characteristic　morphological　changes　were　observed　in
regressing　prostate　at　1　day　following　castration．　No
remarkable　morphological　changes　in　the　LA　muscle
were　observed　between　groups　at　a　microscopic　level．
Immuno－Gold　TEM　examination
　　Examination　of　the　prostate　showed　that　gold　parti－
cles　were　aggregated　in　the　glandular　secretory　granules．
Small　 umbe s　of　gold　particles　were　dispersed　in　tran－
sporting　vesicles　located　around　the　Golgi　complex，
indicating hat　TRPM－2／clusterin　was　formed　in　the
Golgi　complex　as　 mall　vesicles　which　subsequently　fuse
to　form　large　granules，　often　with　irregular　outlines．
Some　particles　were　frequently　located　in　secreted　gran－
ules　 f t e　lumen．　ln　apoptotic　cells，　particles　were　also
di persed　in　apoptotic　bodies．　ln　the　LA　muscle　of
n rmal　and　castrated　rats，　gold　particles　predominantly
dispe sed aro nd　the　1－band，　especially　on　the　Z－line，
ind ating　the　possibility　that　the　apoptotic　change　first
ppe red　at　the　sarcomere　in　the　striated　muscle．　Some
gold　p rtic e 　wer 　also　located　in　the　mitochondria
situat d　along　the　myofibrils　in　the　LA　muscle．
Discussion
　　The　prostatic　tissue　of　the　rat　is　more　conspicuously
divided　in o　three　visually　distinct　lobes　known　as　the
dorsal，　 ateral，　and　ventral　prostate　glands．　The　ventral
prostate　was　used　in　this　experiment，　since　the　ventral
prostat 　is　the　most　prominent　of　the　rat　prostate　lobes，
and　appears　to　be　the　most　sensitive　to　androgen
withdrawal　strategies，　making　it　the　most　commonly
studied　 rostate　lobe　with　respect　to　apoptosisi‘）．　For
any　organ，　including　the　prostate，　normal　structure　and
function　is only　maintained　if　the　number　of　cells
unde going　mitosis　is　balanced　by　an　equal　number
（5）
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Fig．　5　lmmuno－gold　transmission　electron　micrograph　recognizing　TRPM－2／clusterin　in　the　prostate　of　a　castrated　rat　3　days
　　　　　after　castration．　lmmuno－gold　particles　are　aggregated　within　the　glandular　secretory　granules　（large　arrows）．　Small
　　　　　numbers　of　gold　particles　are　also　dispersed　in　small　vesicles　（small　arrows）　Secretory　granules　are　often　irregular　in
　　　　　shape（arrow　head）　JC：junctional　complex），　L’glandular　lumen．　Bar　02ptm．
being　cleared　by　apoptosis．　In　the　normal　rat　prostate，
the　rate　of　apoptosis　is　very　low，　approximately　2％，　and
is　balanced　by　an　equal　cell　proliferation　rate15）・　In
these　animals　castration　results　in　the　loss　of　about　70％
　　　　　　　　　　ラ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ラ
of　the　prostatic　epithelial　cells　by　apoptosis　within　a
week，　because　an　androgen‘survival’factor　is　with－
drawa116）．　In　addition　to　our　present　results，　the　charac－
teristic　morphological　criterion　of　apoptotic　cells　as－
sociated　with　this　early　stage　of　prostate　involution　can
be　regarded　as　fbllows①apoptotic　bodies丘equently
apPear　in　vacuoles　of　the　prostatic　epithelium②
apoptotic　cells　detach　from　the　basal　lamina　and　break
their　tight　junction　with　neighboring　epithelial　cells③
apoptotic　cells　are　exclusively　shrunken　relative　to　the
surrounding　and　generally　present　in　a　spherical　shape
④the　cytoplasm　of　the　apoptotic　bodies　is　eosinophilic
when　compared　with　neighboring　cells⑤the　nucleus
is　small　and　fragmented．　In　the　LA　muscle，　the　present
results　show　that　a　comparison　between　el㏄tron　micro－
graphs　of　LA　muscles　of　castrated　males　fbr　7　days　and
micrographs　fヒom　muscles　of　intact　males　shows　no
remarkable　dif〔brence　in　morphology　other　than　a
decrease　in　the　average　wet　weights．　These　observations
sh w　that　apoptotic　phenomenon　like　the　prostate　don’t
occur　in　th 　LA　muscle　at　microscopic　levels．
　　In　the　presen study　we　have　demonstrated　that　castra－
tion　readily　induced　enhanced　TRPM－2／clusterin
expression　wh ch　was　associated　with　the　period　of
po t－castration，　with　a　peak　at　3　days．　The　results　of
TRPM－2／clust rin expression　in　the　prostate　were　not
clos ly　related with　those　of　organ　weights．　These
results　indicat 　 hat　TRPM－2／clusterin　expression　take
place　dur ng　an　early　stage　of　prostate　involution．
Although　the　functional　role　of　TRPM－2／clusterin　in
the prostate　remains　controversial，　it　has　been　postulated
that　transcr ptional　activation　of　the　TRPM－2／clusterin
gene is　an　import nt　mediator　of　castration－induced
pro tatic　involution 2・’‘，i7）．　The　present　results　are　con－
sistent　with　the　above　observations．　We　also　demon－
strated　the　morphological　aspects　of　TRPM－2／clusterin
synthesis　in　the　prostate，　in　detail．　Small　granules
（transporting　vesicles）　were　formed　around　the　Golgi
ppar tu 　and　subsequently　fused　to　form　1arger　gran－
ules　（secr tory　granules），　often　with　irregular　outlines．
（6）
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Fig．　6Immuno－gold　transmission　electron　micrograph　recognizing　TRPM－2／clusterin　in　the　degenerating　prostate　cells　from　rat
3　days　after　castration．　lmmuno－gold　particles　were　dispersed　within　the　secretory　granules　（large　arrows）．　Some
particles　were　also　located　in　the　small　vesicles　（small　arrows）．　Cell　breaks　in　the　j　unctional　complex　（JC）　with
neighboring　cells　（arrow　heads）．　Mitochondria　（Mt）　were　densely　stained．　Bar：　05ptm．
Fig．　7　lmmuno－gold　transmission　electron　micrograph　recognizing　TRPM－2／clusteri’n　in　the　apoptotic　body　of　the　prostate　from
　　　　　　rat　7　days　after　castration．　lmmuno－gold　particles　were　dispersed　in　large　（large　arrow）　and　small　（small　arrow）　granules．
　　　　　　Bar：　O．5　ptm．
（7）
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Fig．　8　lmrnuno－gold　transmission　electron　micrograph　recognizing　TRPM－2／　clusterin　in　the　LA　muscle　of　a　castrated　rat　7　days
　　　　　after　castration．　lmmuno－gold　particles　（arrows）　were　preferentially　located　in　the　1－band，　especially　on　the　Z－1ine　（z）　of
　　　　　the　myofibrils．　Bar：O．5　pt　m．
Fig．9　Higher　magnification　of　the　LA　muscle．　Gold　particles　（arrows）　were　dispersed　in　the　Z－band，　especially　on　the　Z－line
　　　　　（z）　of　the　myofibrils．　Particles　were　also　located　in　the　mitochondrion　（Mt）．　Bar　02pt　m
These　results　indicate　that　the　mechanism　of　TRPM－2／
clusterin　synthesis　appears　to　be　the　same　as　that　of　other
glandular　products　such　as　citric　acid　in　the　prostate．
　　In　the　LA　muscle，　the　present　study　showed　that
castration　induced　enhanced　TRPM－2／　clusterin　expres－
sion　on　post－castration　day　3　but　not　1　and　7．　The
levels　induced　by　castration，　however，　were　very　low
compared　with　those　in　the　prostate　（the　peak　level：　LA
muscle；135．4±10．1％　vs　prostate；893．3±85．4％　to
intact　control）．　The　difference　between　the　prostate
and　the　LA　muscle　with　regard　to　the　expression　of
TRPM－2／clusterin　in　castrated　rats　is　not　clear．　The
reduction　o wet　weight　induced　by　androgen　with－
drawal　in　the　LA　muscle　（about　17％　loss）　was　lower
han　that　in　the　prostate（about　90％loss）．　These　results
show　that　th 　response　to　androgen　in　organ　weights
also　vary　among　prostate　and　LA　muscle．　ln　skeletal
muscles，　generally，　the　nerve　supply　is　of　crucial　impor－
tance　to　structural　and　functional　integrity’8）．　The　LA
muscle　of　rats　is　one　of　very　few　mammalian　skeletal
muscles　known　to　be　highly　and　specially　sensitive　to
androgens　in　addition．　Conceivably，　both　influences
（8）
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Fig．　10　lmmuno－gold　transmission　electron　micrograph　recognizing　TRPM－2／clusterin　in　the　LA　muscle　ofa　castrated　rat　7　days
　　　　　　after　castration．　lmmuno－gold　particles　were　localized　in　some　cross　sections　of　the　myofibrils　which　appeared　to　be
　　　　　　the　I－bands．　Bar：O．2　ptm．
（neural　and　endocrine）　on　the　expression　of　TRPM－2／
clusterin　might　interact　but　detailed　findings　have　not
been　reported．
　　In　order　to　elucidate　the　interplay　of　neural　and
endocrine　influences，　Josephi9）　has　studied　the　com－
bined　effects　of　denervation　（dissociation　of　a　pudendal
nerve）　and　castration　on　the　myofiber　cross－sectional
area　and　nuclear　populations．　In　the　combination　of
castration　and　denervation，　the　myofiber　area　of　the　LA
muscle　was　markedly　diminished　compared　with　that　in
controls．　Satellite　cell　nuclei，　as　a　percentage　of　total
sublaminar　nuclei　（satellite　cell　ratio）　increased　signifi－
cantly．　Castration　alone　resulted　in　pronounced
myofiber　atrophy　but　had　no　significant　effect　on　satel－
lite　cell　ratio．　These　results　indicate　that　the　atrophic
effects　of　denervation　and　castration　on　the　LA　muscle
are　non－synergistic　and　mechanically　similar．　They
also　show　that　the　inability　of　satellite　cells　to　respond
to　the　cut　of　neural　input　under　androgen－withdrawal
conditions　is　a　factor　in　the　myonuclear　depletion　of　the
denervated　muscle　of　castrated　rats．　Although　an－
drogen　withdrawal　in　the　rat　reduces　the　j　unctional
acetylcholine　receptor　density　and　size20，2i）　and　alters　the
acetylcholine　esterase　activity　as　denervated　dose22），　the
most　important　effect　of　androgen　on　the　LA　muscle
appears　to　be　contractile　properties　rather　than　prolifera－
tion，　production　and　apoptosis　as　indicated　by　the
prostate．
　　However，　in　normal　differentiated　muscle　fibers，　the
repeating　structural　unit，　to　which　all　the　morphological
vents　of　the　contractile　cycle　are　referred，　is　sarcomere，
which　is　defined　as　the　segment　between　two　successive
Z－lines．　The　transverse　tubule　（T－tubule）　and　longitu－
dinal　tubules　（terminal　cisternae）　are　composed　of　trans－
verse　struc ures　which　constitute　the　so－called　triads　of
skeletal　muscle．　Triads，　situated　at　the　j　unctions　of
each A－band　wi h　the　adj　acent　1－bands，　are　known　to
regulate　the　c centration　of　calcium　ions　in　the　mi－
croenvironmen 　of　the　myofibrils．　Accordingly，　sar－
comer 　is　regarded as　a　structural　and　functi　onal　mini－
mum　uni 　to con ractile　properties　in　the　skeletal　muscle．
In　immuno一　histochemical　observations，　we　demonstrat－
ed　that　gold　particles　predominantly　located　around　the
I－band，　especially　on　the　Z－line　of　the　myofibrils．
　　This　is　app rently　the　first　report　to　demonstrate　the
localizations　of　TRPM－2／clusterin　expression　in　the
ske etal　muscle．　The　present　results　indicate　that
TRPM－2／cluste in　is　expressed　in　sarcomere　as　a　func－
tional　u it．　T is　is　of　particular　interest．　However，　it
is　not　c ar　whether　TRPM－2／clusterin　is　associated　with
the　apoptotic　process，　since　the　expression　levels　are　very
low　in　the LA　muscle　of　castrated　rats，　and　TRPM－2／
clusteri 　also　expr ssed　in　intact　control　muscle．　Fur－
th 　studie 　will　be　needed　to　elucidate　the　possible
functions　of TRPM－2／clusterin　in　the　LA　muscle．
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ラット肛門挙筋および前立腺におけるTRPM－2／clusterin発現に対する
　　　　　　　　　　去勢並びにアロドロジェン投与の効果
澤村省逸　安里満信　古谷哲男
　　　　　　臼間一彦　山田仁三
東京医科大学解剖学第二講座
【要旨】今回の研究は、Androgen（A）依存性器官である前立腺と肛門挙筋におけるテストステロン抑制遺伝子（TRPM－
2）の発現量を比較検討すると共に、両器官におけるTRPM－2発現の局在を併せて検索したものである。動物はll週齢の
Wistar系ラットを用いた。　AとしてはTestosterone　propionate（TP）を使用した。　TRPM－2の発現量の比較にはWestern
blotting法を、その局在の検索には免疫電顕法を用いた。
　去勢により、前立腺でのTRPM－2の発現は術後1日，3日および7日目共に有意に増加した。特に3日目では無処置対
照群の約900％であった。肛門挙筋では、去勢によるTRPM－2の発現は3日目に有意に増加したが、1日および7日目で
は対照群と比較して有意差はなかった。去勢動物にTPを投与した場合には、両器官共に術後1日目に有意な発現増加を
示したが、3日および7日目には対照群と比し有意差はなかった。去勢動物を用いた免疫電顕での検索では、免疫金粒子
は前立腺上皮の分泌穎粒内に局在した。また、Golgi装置近傍の輸送小胞にも散在した。他方、肛門挙筋では、金粒子は
筋原線維の1帯とくにZ線上に限局した。即ち、機能的・形態的最小単位である筋節間に発現することを意味する。以上
の結果は、同じA依存性器官でもTRPM－2の発現量および発現の局在が、　Aに対する機能的反応性の違いにより異なる
ことを示唆するものであった。
〈K：ey　words＞TRPM－2、アンドロジェン、肛門挙筋、前立腺、ラット
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